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蛋白質結晶のガラス転移
理 学 部 、 宮 崎 裕 司(:豊中4361)
1.は じめ に
蛋 白質分子は20種 類の α一ア ミノ酸残基を繰 り返 し単位 とするポリペプチ ド鎖からなる生体高分子
で、その取 り得 るコソホメーシ ョソの極めて多 くの可能な組み合わせの中でほとんど唯一の構造をとっ
ているという特異性 を有 してい る。
蛋 白質分子 についてはこれまでに非常に多 くの研究が行 われてい るが、最近では蛋 白質結晶の低温物
性の研究が注 目を集めてい る。蛋 白質結晶では、蛋白質分子は3・次元周期格子 を形成するが、分子 自身
はエネルギーが近接 した多数の コソホメーシ ョソをもつため、高温ではあたか も液体のよ うに揺 らいで
いる。温度を低下させるとこれ らの運動は凍結 し、ガラス転移点 を経て非平衡状態に移ることが期待 さ
れる。蛋白質結晶のガラス転移はこれまで多 くの指摘 が行 われなが らH)、誰 も直接的証拠 を得 ることに
成功 していない。
ガラス転移の研究 には断熱型 カロリメー タによる熱容量測定が非常に有効な手段であるが、この方法
は数gな い し十数gと い う多量の試料量 を要す るので、多量 に得るのが困難な蛋 白質結晶に対 しては不
適当であうたσ しか し、最近数百㎎の試料量で高精確度な熱容量測定を可能 とする断熱型 ミク自カロリ
メー タが開発 され鋤、蛋白質結晶のような微少試料 に対 して も測定で きるようになった。 ここでは2種
類の蛋白質結晶の低温熱容量測定の結果 について紹介することにする。
2.正 方 晶 系 リゾチ ー ム結 晶6》
リゾチームは分子量約14,000の酵素蛋白質で、ム コ多糖やキチシなどの多糖類を加水分解す る。正方
晶系 リゾチーム結晶は卵 白リゾチームをNaC】で塩析することによって得た7)。熱容量測定は45.7%、
41.0%、36.4%、31,6%、24.0%、13.6%、7。4%、0%(乾燥)含 水結晶について行 った。
図1に45.7%、13.6%、乾燥結晶の熱容量を代表的に示 す。4517%試料を急冷 したところ、148K
にガ ラス転移による熱容量 ジャソプが見い出された。そ してガラス転移点 よりも高い温度で、過冷却 し
た結晶水の結晶化による発熱が生 じた。この発熱がな くなるまでアニールして再び熱容量を測定すると、
熱容量 ジャソプは小さ くなったものの、急冷試料とほぼ同 じ152Kにガ ラス転移が観測 された。 この試
料ではさらにNaCl・2H20と氷による共融解 および氷の融解が見 られた。含水量の少ない13.6%試料
では、急冷すると45.7%試料 よ りも高い165Kにガラス転移を生 じた。 しか し結晶水の結晶化に よる
発熱は観測されなかった。乾燥試料 については何 も熱異常 は見い出 されな:かった。
リゾチーム結晶で見られたガ ラス転移は通常 のガ ラス性物質で見 られ るような発熱か ら吸熱 に転 じる
温度 ドリフ トを生 じず、幅広い温度領域にわたって吸熱 ドリフ トのみが観測 された。 このことは これ ら
のガラス転移が非常にブロー ドな緩和時間の分布をもっていることを意味する。』アニールす ることによっ
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図1リ ゾチーム結晶の熱容量曲線。○ 、●:45.7%含水結晶(急 冷、
216Kでアニール);△:13.6%含水結晶;□:乾 燥結晶。
てガラス転移点での熱容量 ジャソプが小 さくなることから、 リゾチーム結晶のガラス転移が結晶水に関
係するものであることは容易にわか るであろう。ではこれらのガラス転移は一体何 によるものであろう
か?図2は ガラス転移温度の含水量依存性 を示 した ものである。 この図からわか ることは、含水量が
増加するにつれてガラス転移温度が降下するとい うことである。 この効果は可塑効果 と呼ばれ8・9)、リゾ
チーム分子 と結晶水 との間の協同性 を表す。 したがって観測 された ガラス転移は リゾチーム分子 と結晶
水の協同的な運動の凍結によるもの と結論付け られる。
3.単 斜 晶 系 ミオ グ ロ ビ ン結 晶6'10)
ミオグロビソは筋肉中に含 まれる分子量約17,000の酸素貯蔵蛋 白質である。単斜晶系 ミオ グロビソ結
晶は馬 ミオグロビソのNaH,PO、とK,HPO、による塩析法で精製 した'L12)。結晶は2週 間で析出 した粉末
結 晶Aと 半年間で析 出 した結晶Bの2種 類が得 られた。熱容量測定 は結 晶Aで は48.9%、38.7%、
27.3%、19.0%、10.4%、0%(乾燥)の 含水量、結晶Bで は44.4%、3.0%、0%(乾 燥)の 含
水量について行 った。
図3は48.9%、19.0%、乾燥結晶Aの 熱容量を代表的 に示 した ものである。急冷 した48.9%試料
では、188Kに典型的なガラス転移 によう熱容量 ジャンプが観測 された。 またガ ラス転移点 より高温で
過冷却 した結晶水の結晶化に よる発熱が生 じた。 この発熱がな くなるまでアニール したところ、ガラス
転移温度が172Kと降下 し、熱容量 ジャソプも小 さくなった。 さらに リン酸塩水和物と氷の共融解や リ
ソ酸塩水和物の溶解 による熱異常などが見られた。含水量を減 ら した19.0%試料Aで は、48.9%試料
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図2リ ゾチーム結晶におけるガ ラス転移温度の含水量依存性。.○:急、
冷結晶;●:ア ニール結晶。
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ミオグロビソ結 晶の熱容量曲線。○、●:48.9%含水結晶A(急
冷、230Kでアニール);△.:19.0%含水結晶A;.□:乾燥結晶A。
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Aよ りも高い216Kにガラス転移 が見い出 された。 しか し結晶水の結 晶化による発熱は観測 されなかっ
た。 この試料では120K付近 に小さなピー クが見 られ るが、これは塩析に使用 した リソ酸塩か ら生 じた
KH2PO、の相転移であ る13)。乾燥試料Aで はKH,PO4の相転移以外には何 も熱異常を生 じなか った。
ミオグロビソ結晶で観測 されたガラス転移 は リゾチーム結晶のガラス転移 と比べてかな りシャープな
ものであった。 この違 いはおそ らくミオグロビソ結晶を精製す る際 に高濃度の リソ酸塩を使用 したため
に生 じたのであろ う。図4に ガラス転移温度の含水量依存性 を示す。含水量が増加す るにつれてガラス
転移温度が降下 しているのがわかるであろう。すなわち可塑効果が見 られ ることから8・9)、リゾチーム結
晶の場合と同様、 ミオ グロビソ結晶の ガラス転移は ミオ グロビソ分子 と結晶水の協同的運動の凍結によ
るものであることが理解で きる。
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図4ミ オグロビソ結晶に室け るガラス転移温度の含水量依存性。○、●:
結晶A(急 冷、アニール);△、▲:結 晶B(急 冷、アニール)。
4.お わ りに
以上蛋白質結晶の低温熱容量の研究について2例 ほど紹介したが、今回の研究で初めて蛋白質結晶が
ガラス転移を示すという直接的証拠を提出することができた。 したがってこれらの蛋白質結晶は蛋白質
一水一塩の多成分からなる新 しい範疇のガラス性結晶に属すると言えるであろう。
このような結晶状態の蛋白質の研究は、熱物性の側面と構造の側面を直接比較できるという点で非常
に重要な意味をもつものと考えている。今後ヘモグロビソ、チ トクロームcな どの他の蛋白質結晶や
DNAなどの核酸結晶の低温熱容量測定を行っていく予定である。
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